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摘要 天 麻 (Gastrodia elata) 是 真菌 寄生 植物 。 密 环 菌 侵入 初生 球 共 并 在 其 皮层 被 消化 ， 和 营养 
物 供 次 生 球 茎 生长 需要 ， 密 环 茵 不 能 侵 染 生长 中 的 次 生 球 至 。 我 们 从 初生 球茎 分 离 并 纯化 了 儿 耳 
质 酶 和 B-1,3- 葡 聚 糖 酶 ， 分 子 量 各 为 31.5 kD 和 94kD， 得 率 各 为 0.8 和 0.4 mg/100 g 鲜 重 。 纯 
化 几 丁 质 酶 的 内 切 酶 比 活 为 208 nmol GlcNAc s lmg- 1， 外 切 酶 比 活 为 4.1 nmol GlcNAc 
s img 1 纯化 葡 聚 糖 酶 比 活 为 546 nmol Glc s-i1mg-!。 以 相同 鲜 重 计 ， 初 生 球 茎 中 二 种 酶 的 
总 活性 各 为 次 生 球茎 的 34 和 56 倍 :这 主要 是 由 于 次 生 球 茎 的 酶 比 活性 很 低 。 二 种 酶 对 平板 上 培养 
的 木 霉 菌 丝 的 生长 均 有 抑制 作用 ， 但 抽 苗 活性 均 较 天 麻 抗 真 菌 蛋白 (GAEFP) 低 。 我 们 认为 这 两 
种 酶 在 天 麻 初 生 球 蕉 消化 密 环 菌 菌 丝 的 过 程 中 起 重要 作用， 而 对 天 麻 球茎 阻止 和 限制 密 环 菌 侵 
染 的 抗菌 作用 贡献 甚 少 ， 后 者 主要 属于 天 麻 抗 真菌 蛋白 。 

关键 词 。 天麻， 几 丁 质 酶 ，B-1，3 - 葡 聚 糖 酶 
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Abstract Gastrodia elata is a plant parasitic on fungi Armillariella mellea, The 
mycelia infect the primary corm of the plant, and are arrested and digested by the 
corm at its cortex layer; the released nutrients are mainly transported to the secondary 
corm Which can prevent the infection of the fungus, We isolated and purificd the 
chitinase and B-1,3-glucanase from corrs by gel filtration and chromatography on 
hydroxyapatite column with a yield of 0.8 and 0.4 mg/100 g fresh weight of primary 
corm, On SDS-PAGE, the relative molecular weights arc 31.5 kD and 94 kD respec- 
tively。The endochitinase and exochitinase Specific activities of the purificd chitinase 
are 208 and 4.1 nmol GlcNAcs Img -1 respectively; the specific activity of the 
B-1,3-glucarase is 546 nmol Glcs-lmg 1。On a basis of ;equal fresh weight, the 
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total enzymatic activities of both enzymes in secondary corm are 34 and 56 times, 

respectively, less than those in primary corm, mainly due to the much less specific 
activities of both enzymes from secondary corm, which may be in an inactive state。 
Both hydrolases in primary corm are shown to have the activities of inhibiting the 
growth of Trichoderma viride on plates, but in about 7—25 times less than the 
antifungal activity of Gastrodia Antifungal Protein (GAFP) from the same corm 
with a yield of 4mg/100g fresh weight。 It is thought that the high enzymatic 
activities of the two hydrolases in primary corm are induced by the infection of 
fungus, they are important enzymes taking part in the degradation process of fungus 
in corms, but give much less contribution to the antifungal function of corms than 
GAFP。 

Key words Gastrodia elata; Chitinase; B-1,3-glucanase 


近年 来 ， 在 研究 植物 与 真菌 相互 关系 的 生化 基础 中 ， 几 丁 质 酶 和 B -1，3- 葡 来 糖 酶 
受到 极 大 关注 。 这 两 种 水 解 酶 广泛 地 存在 于 高 等 植物 体内 ‘17， 但 植物 体内 却 没 有 几 丁 
质 酶 的 底 物 多 聚 B-1，4-N- 乙酰 葡萄 糖 胺 ， 也 只 有 少量 的 B-1，3- 葡 率 慷 酶 的 底 物 多 
聚 B- 1 ，3- 葡 萄 糖 ， 这 两 种 底 物 都 是 真菌 细胞 壁 的 主要 成 分 11。 从 植物 中 分 离 纯化 的 
这 两 种 酶 都 能 部 分 降解 分 离 的 真菌 细胞 壁 52 一 323; 能 不 同 程度 抑制 真菌 菌 丝 的 生 
长 "3,，《]。 它 们 在 植物 体内 可 被 乙烯 和 病原 真菌 等 因素 强烈 地 、 平 行 地 诱导 "2?，:31。 因 
此 ， 几 了 丁 质 酶 和 月 -1，3- 葡 聚 糖 酶 被 认为 是 植物 体 应 答 真 菌 侵 染 而 产生 的 重要 抗 真 菌 物 
质 51， 3，43 

天 麻 (Gastrodia clata Bl,) 是 真菌 寄生 植物 ， 不 含 叶绿素 ， 其 生长 有 赖 于 真 菌 
的 侵 染 ， 形 态 学 研究 "5 表明 ， 密 环 菌 〈 Armillariella mellea ) 菌 丝 侵 入 天 麻 初 生 球 
茎 (primary corm) 但 被 阻 抑 在 皮层 并 在 该 处 被 消 降 ， 营养 物 主要 供 次 生 球 荃 〈secon- 
dary corm) 生长 需要 , 密 环 菌 不 能 侵 染 生长 中 的 次 生 球茎 。 推测 天 麻 球茎 中 存在 着 抗菌 
物质 。 胡 忠 等 人 最 近 从 球茎 中 分 离 到 一 种 能 强烈 抑制 木 霉菌 丝 生 长 的 蛋白 质 CAFTE58。 
显然 ， 在 天 麻 与 真菌 的 关系 中 前 述 二 种 水 解 酶 的 作用 很 值得 研究 。 本 文 着 重 报告 这 两 种 
酶 的 分 离 、 纯 化 及 它们 的 酶 解 活性 和 抗菌 活性 。 


材 料 和 方法 


1. 材 料 

当年 生 初 生 球茎 由 周 欠 先 生 6 月 底 采 自 昭 通 朝天 马 天 麻 种 植 点 ， 其 时 球茎 为 密 环 菌 
菌 索 密 集 环 绕 ， 项 端 为 嫩 芽 。 当 年 生 次 生 球茎 10 月 底 采 集 ， 其 时 初生 球茎 刚 掉 落 。 鲜 球 
蕉 去 菌 丝 洗 净 后 立即 使 用 ， 或 在 - 15"C 贮 存 备 用 。 

2. 酶 的 提取 和 纯化 

200 g 球茎 ， 切 碎 ， 加 入 200 ml 已 在 4°C 预 冷 的 提取 液 (50 n mol/1 柠 榜 酸 钠 组 
冲 液 ，pPH 5.2， 内 含 0.2 mol/l NaCl， 高 速 匀 浆 提取 10 min。 匀 浆液 经 沙 布 过 滤 ， 滤 
液 经 10“x & 冷冻 离心 20 min， 上 清 液 加 硫酸 铵 至 80% 饱和 度 ， 离 心 ， 沉淀 用 适量 水 溶 
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解 ， 离 心 ， 上 清 液 对 燕 人 饮水 透析 36 h ， 离 心 去 沉淀 ， 得 总 的 可 溶性 蛋白 。 定 量 取 部 分 滤 
液 冻 干 ， 计 算得 率 ， 测 定 酶 活力 。 将 总 蛋白 溶液 通过 活性 碳 柱 ， 吸 附 除去 酚 类 化 合 物 。 
流出 液 上 3:phadcx G-50 柱 作 凝 胶 过 滤 层 析 ， 用 25 nmol/1 醋酸 钠 缓冲 液 (pH 5.2) 洗 
脱 ， 依 次 得 G1 和 G2 峰 ，G2 组 分 含 SGAFP，G1 组 分 含 二 种 水 解 酶 。 将 G1 通过 经 pH 
5.2 缓 冲 液 平衡 的 DEAE-Scphad.x A 50 柱 ， 吸 附 除去 酸性 蛋白 和 色素 ， 流 出 液 (D1) 
会 两 种 水 解 酶 。 将 了 D1 通过 羟基 础 灰 石 层 析 柱 ， 流 出 液 无 酶 活力 ， 用 0 一 0.2 mol/l 磷 
酸 钠 缓冲 液 (pH 6.5) 线性 梯度 洗 脱 ， 依 次 得 H1，H2，H3 峰 ，H1 为 B-1,3- 葡 聚 糖 
酶 ，H2 为 几 丁 质 酶 。 分 别 用 UM 10 超 滤 膜 浓缩 ， 冻 于 。 

5, 酶 活性 测定 

儿 丁 质 酶 活性 按 Boller52 :所 述 方法 测定 。 先 将 几 于 质 (Sigma 产品 ) 干粉 制 成 胶 
态 。 反 应 液体 积 0.2 mm ， 内 合 胶 态 几 丁 质 1 mg，20 hmol 醋 酸 钠 缓冲 液 (pH5,2) ， 适 
量 酶 样 ，37°C 保 温 2 一 4 h ， 然 后 1000 x g 离心 5 min。 取 上 清 液 比 色 测 定 酶 解 产生 的 
N -乙酰 葡萄 糖 胺 (GlcNAc) 量 ， 得 外 切 几 丁 质 酶 (cxochitinarc) 活性 。 另 取 0.1 ml 上 清 
液 ， 加 入 7 kl13 % 蜗 牛 酶 (BF 产品 ) 和 10 kl 1 mol/l 磷酸 钾 缓 冲 液 (pH 7.1)，37°C 
保温 1 一 2 R， 使 酶 解 液 中 的 几 丁 质 寡 糖 降解 为 GIcNAc， 比 色 测定 ， 得 内 切 几 丁 质 酶 
(cndochitinasc) 活性 。 比 色 方 法 见 Rcissig 等 C7]。 

B-1，3- 葡 聚 糖 酶 活性 测定 。 用 昆布 多 糖 (Sigma 产品 ) 作 底 物 ， 反 应 液体 积 0.2ml， 
内 含 1 mg 昆布 多 糖 ，20 umol 栈 酸 钠 缓冲 液 (pH 5.2)， 适 量 酶 样 ,37°C 保 温 10 一 30 min， 
酶 解 产生 的 葡萄 糖 (Glc) 按 Somogyi 比 色 法 测定 Cs 3。 

两 种 水 解 酶 活性 单位 的 规定 参照 文献 【2 ] ， 每 秒 释放 1 nmol GleNAc 或 1 nmol 
Glc 的 酶 的 量 分 别 被 定义 为 1 个 活性 单位 。 

蛋白 质 含量 测定 。 称 冻 干 粉 的 重量 得 总 可 溶性 蛋白 量 ， 纯 化 过 程 中 各 组 分 的 蛋白 量 
用 考 马 氏 亮 兰 试剂 比 色 测 定 593，GAFP 量 据 光 吸 收 值 计算 。 酶 的 分 子 量 用 SDS-PAGE 
法 测定 5107。 

4. 抗 真菌 活性 检测 

在 加 有 适量 PCA 培 养 基 的 9 cm 直径 培养 焉 中心 接 种 木 址 (77icpnoderna wviride) 
孢子 ，25?C 培 养 至 菌 丝 生 长 圈 直 径 约 3 cni， 将 一 定 浓 度 的 待 试 样品 液 〈 20 mmol/1 栈 
酸 钠 缓冲 液 ， PH 5.2) 5 kl 滴 在 菌 丝 前 方 0.5 cm 处 ， 继 续 培 养 5 一 15 h ， 观 察 抑 蓝 
图 ， 由 抑 菌 圈 大 小 和 样品 浓度 确定 样品 抗菌 活性 之 强 弱 。 





结果 和 讨论 


1. 酶 的 纯化 和 特性 

纯化 的 天 麻 初 生 球茎 几 丁 质 酶 和 -1，3- 葡 聚 糖 酶 在 SDS-PAGE 图 上 均 显 示 一 条 
带 ， 相 对 分 子 量 各 为 31.5 kD 和 94 kD (图 1) ， 都 大 于 30 kD， 故 纯化 步骤 中 采用 
95sphad'x G-50 凝 胶 过 滤 层 析 将 其 与 14 kD 的 GAFP 分 离 ， 得 G1 组 分 。 通 过 DEAE- 
>cphadex A50 除去 G1 中 的 酚 性 色素 和 酸性 蛋白 。 本 实验 中 ， 用 离子 交换 层 析 分 离 这 两 
种 酶 ， 效 果 很 差 。 采 用 再 生 几 丁 质 柱 亲 和 层 析 法 5 纯化 天 麻 几 丁 质 酶 也 不 成 功 ， 它 不 
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被 吸附 ， 这 与 黄瓜 儿 丁 质 酶 相似 4 人 H。 利 用 关 基 础 灰 石柱 层 析 可 获得 满意 的 分 离 效 果 
( 表 1) ， 得 电泳 纯 的 酶 样品 。 


图 1 天 麻 初 生 球 蔡 几 丁 质 酶 和 B-1,3- 葡 
来 糖 酶 5DS-PAGE 图 谱 
Fig 1 SDS-PAGE of the chitinasc (track 
3) and B-1,3-glucanase (track 1) 
from the primary corm of C 
elata, track 2 ，molecular weight 


standard proteins (kD). 





表 1 “天麻 初生 球茎 几 丁 质 酶 和 B-1, 3- 葡 聚 糖 酶 的 纯化 


Tabel 1 Purification of exochitinase ard B-1,3-glucanase from the primary corm of Gaslrodia clata 























Total act. Specific act. Yield 
Purification steps Proteins (units) (units/me) (%) 
and fractions (mg) ch. gl. ch 。 gl 。 ch 。 gl. 
Precipitation with 30 8.70 387.0 0.29 12.9 100 100 
(NH4)2SO14 
Gel filtration on 7.0 5.25 410.2 0.75 58.5 60 106 
Sephadex 50, Gl 
Passing through 3.0 4.02 327.6 1.34 109.2 46 85 
DEAE-Sephadcex, D! 
Chromatog on hydro- 
xyapatite column 
HI! 0.4 > 218.4 4 546.0 一 56 
1H2 0.8 3.28 一 4.1 一 37 一 





notc:s 1 ) data based on 100g fresh corm. 2) The amount of enzyme producing 1 nmol s-1 GleNAc 


cquivalenis or 1 rmol sS 1 Gle equivalents was defincd as 1 unit. 


2. 初 生 球 董 和 次 生 球 茎 二 种 酶 活性 比较 

如 表 2 结果 所 示 ， 以 相同 鲜 重 为 基数 ， 总 的 酶 解 活性 ， 初 生 球 茎 几 丁 质 酶 为 次 生 球 
茎 的 34 倍 ，8 -1, 3- 葡 聚 糖 酶 则 为 56 售 。 一 方面 是 由 于 二 种 酶 在 次 生 球茎 中 含量 略 低 ， 主 
要 是 由 于 次 生 球茎 的 酶 比 活力 很 低 ， 几 了 本质 酶 比 活 力 为 初生 球茎 的 1 A26， 葡 率 糖 酶 则 
仅 为 1 37。 天 麻 几 丁 质 酶 主要 是 内 切 几 丁 质 酶 ， 其 活性 约 为 外 切 几 丁 质 酶 的 50 倍 。 由 
此 推测 ， 初 生 球 茎 二 种 水 解 酶 的 活性 较 高 与 密 环 菌 的 侵 染 有 关 ， 而 在 未 被 密 环 菌 侵 当 的 
次 生 球茎 中 ， 这 两 种 水 解 酶 可 能 处 于 一 种 不 活化 状态 。 显 然 ， 有 必要 对 二 种 球茎 中 的 二 
种 酶 之 特性 及 结构 作 深 入 的 比较 研究 。 
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3. 二 种 水 解 酶 的 抗 真菌 活性 0 
天 麻 球 芍 几 丁 质 酶 和 B-1，3- 葡 到 娘 酶 对 木 短 菌 毕生 长 的 抑制 作用 ， 和 天 廊 扩 真 商 
蛋白 GAFP 比较 ， 结 果 见 图 2 和 表 2 。GAFP 的 抗 裕 茵 活 性 约 为 初生 球鞋 几 耳 质 栈 的 





图 2 天麻 初 生 球 蕉 和 次 生 球 蔡 各 蛋白 组 分 对 木 霉 生 长 的 抑制 活性 
Fig. 2 Growth inhibition of Trichoderma viride by proteins from Gastrodia elata corm. panel A, 
each spot loaded the following proteins from primary corm in hg, in clockwise direction from top, 1 
(GAFP); 7.5(ch.); 2.5(ch.); 2.5(gl.); 7.5(gl.). Panel B, proteins from secondary corm in hg, from 
top in clockwise direction, 0.5(GAFP); 25(ch.); 12.5(ch.) 12.5(g]l.); 25(gl.). 


7.5 倍 ， 葡 聚 糖 酶 的 25 倍 。 初 生 球茎 水 解 酶 的 抗 真菌 活性 又 为 次 生 球 茎 水 解 酶 的 6 一 7 
彰 。 进 一 步 的 试验 表明 ， 天 麻 几 了 丁 质 酶 和 有 B-1，3- 葡 聚 糖 酶 之 间 、 天 麻 水 解 酶 和 GAFP 
之 间 均 无 协同 作用 。 球 茎 中 SAEFPE 的 含量 为 二 种 水 解 酶 含量 的 5 一 28 倍 ( 表 2) 。 显 


表 2 “天麻 初 生 球茎 和 次 生 球 茎 几 丁 质 酶 和 B-1, 3- 葡 聚 糖 酶 的 比较 
Tabel 2 Comparision of chitinases and B-1, 3-glucarases from primary corms and secondry 
corms (100 g fresh weight) 














Primary corm Secondary corm 
ltems exoch endoch gl. GAFP exoch endoch. gl. GAFP 
Total act 8.7 一 387 一 0.26 -一 6.9 一 
(units) 
Specific act, 4.1+0.5 208+12 546 十 45 一 0.16 土 0.03 9.3 土 0.5 14.7+1.1 一 
(units/mg) 
Yield 0.8 0.4 4 0.24 0.14 3 


(mg) 


Minimal concert. 
cavsing in 150 土 30 500 土 50 20 土 6 “1000 土 50 3333 土 200 20 土 0 
hibition zone 


(rg ml) 
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然 ， 天 麻 球 茎 中 的 GAEFP 对 球茎 抗菌 作用 的 贡献 比 二 种 水 解 酶 大 得 多 ， 尤其 是 次 生 球 
荃 。 天 麻 水 解 酶 低 的 抗 真 菌 活性 可 能 与 该 材料 的 特殊 性 相关 ， 天 麻 产 生 和 积累 大 量 的 高 
抗 真菌 活性 蛋白 GAFP， 它 们 是 主要 的 抗 真菌 物质 ， 二 种 水 解 酶 可 能 在 初生 球茎 中 主 司 
消化 真菌 细胞 壁 的 作用 。 

把 天 麻 初 生 球茎 几 丁 质 酶 与 文献 ;，4) 报 道 的 访 豆 、 菜 豆 几 丁 质 酶 比较 ， 三 者 的 酶 
解 比 活力 分 别 为 208、210、2400 units/jmg， 抑 制 木 霉菌 丝 生长 的 最 低 浓度 分 别 是 150、 
3、3 hg/ml。 天 麻 几 丁 质 酶 与 纹 豆 几 丁 质 酶 的 酶 解 活性 一 致 ， 其 抗 真 菌 活性 却 相差 50 
信 ， 后 者 的 酶 解 活性 虽 比 菜豆 几 丁 质 酶 低 11 倍 ， 它 们 的 抗 真菌 活性 却 一 致 。 不 同 植物 几 
丁 质 酶 的 抗 真 菌 活性 与 其 酶 解 活 性 之 闻 很 不 一 致 。 菲 莹 根 几 丁 质 酶 4 的 酶 解 活性 高 达 
4080 units/mg， 但 它 与 共生 于 苇 敬 根 的 泡 形 球赛 霉 Glomus versiforme 的 完整 细胞 壁 
之 间 几 无 亲 和 性 。 细 菌 儿 丁 质 酶 虽 有 高 的 酶 解 活性 ， 却 没有 抗 真菌 活性 5 。 葛 豆 几 耳 
质 酶 对 不 同 真菌 种 的 抑 菌 活性 也 不 相同 C<32。 由 此 看 出 ， 几 丁 质 酶 和 有 -1, 3- 葡 聚 糖 酶 在 
植物 抗 真菌 机 制 中 的 作用 应 视 植 物种 类 、 真 菌 种 类 而 异 ， 不 能 一 概 而 论 。 
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